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RESUME 
Les pOlyamines, substances naturel le~ polycationiques 
longtemps considérées comme des catabolltes de peu d'impor-
tance biologique, joueraient d'après certains auteurs un rôle 
Fondamental au cours de la cytodiérèse. La cytodiérèse, 
étape Finale de la division cellulaire, est induite par un 
anneau contractile constitué par l'arrangement parallèle de 
Filaments d'actine. Selon certains auteurs, les polyamines, 
en particul ier la spermidine et la spermine seraient les 
agents qui provoquent la polymérisation de l'actine de 
l'anneau contractile ou an~eau de cl ivage. Nous avons donc 
étudié in vitro les caractéristiques de l'interaction entre 
les polyamines spermidine et spermine et l'actine, en prenant 
le Mg 2+ comme ion de réFérence. 
Nos résultats montrent que des concentrations de 
spermidine et de spermine, voisines de cel les qui existent ln 
vivo, polymérisent l'actine. Les concentrations critiques 
de polymérisation de 1 'actine par les polyamines sont du même 
2+ 
ordre de grandeur que cel le du Mg (~20 ~g/ml). L'allure 
sigmoYdale des courbes de rendement de polymérisation de 
l'actine par ces trois cations indique une coopérativité 
positive. Nous avons déterminé que la spermine est plus 
-iv-
erricace pour polymériser 1 'actine que la spermidine qui est 
el le-même plus erricace que le Mg2+. 
La transrormée · de Hill nous a permis de calculer, pour 
chaque agent polymérisant, un nombre minimal de sites de 
rixation. Nous avons trouvé 3 sites pour la spermidine, 4 
sites pour la spermine et 4 sites pour le Mg 2+. Les courbes 
de Hill · nous ont permis de dirrérencier 2 classes de sites et 
de calculer leurs ~onstantes d'arrinité. Cel les-ci sont, 
pour chaque agent 4 -1 polymérisant, de l'ordre de 10 M pour 
les sites de haute arrinité et de l'ordre de 102 M- 1 pour les 
sites de raible arrinité. 
Nous nous sommes parti cul ièrement attachés à caractéri-
ser les sites de rixation de la spermidine sur l'actine par 
la méthode de Scatchard. Nous avons obtenu un nombre total 
de 8 sites de rixation sur 1 'actine pour la spermidine dont 3 
ont une haute 4 -1 arrinité (K=2,6xl0 M ) et 5 ont une raible 
Enrin, nous avons montré que la variation des concentra-
tions critiques de polymérisation de 1 'actine dépend de la 
nature et de la concentration de l'agent polymérisant. 
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1. Généralités sur l'actine 
L'actine est présente dans toutes les cellules 
eucaryotes(45). En 1942, Straub(82) l'identiFie comme l'une 
des deux protéines majeures du muscle squelettique. 
L'actine est une protéine particu1 ièrement intéressante 
par sa propriété d'exister sous deux Formes diFFérentes: la 
Forme monomérique ou actine G et la Forme po1ymérique ou 
actine F. 
Dans les cellules musculaires, 1 'actine n'existe qu'à 
l'état de Filaments (actine F) incorporés dans le sarcomère, 
unité contractile du muscle strié. Lors de la contraction, 
ces Filaments interagissent avec une autre protéine, la 
myosine, provoquant ainsi le raccourcissement du sarcomère. 
Dans -1 es cellules non-musculaires, où el le peut 
représenter jusqu'à 20% du contenu protéique cellulaire 
total, on retrouve l'actine sous les deux Formes, G et F. 
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L'actine G est, le plus souvent, 1 iée à une autre pro-
téine; la proriline qui empêche l'actine de polyméri-
ser. Le complexe de prorilactine ainsi rormé serait une 
rorme de stockage de monomères d'actine. Il existe 
aussi une certaine quantité d'actine sous rorme de 
monomères 1 ibres. 
L'actine F, polymère de l'actine G. se présente dans la 
cellule sous rorme de rilaments de 7 nm de diamètre. 
Ces rilaments peuvent être libres ou organisés en super_ 
structures. Dans la'région où la cellule est étirée. 
ils rorment en général des raisceaux ou "bundles" 
constitués de rilaments parallèles rel iés entre eux par 
des interactions latérales. Dans la zone proche de la 
membrane plasmique. ils rorment quelquerofs un reu-
trage dans lequel des réseaux tridimensionnels peuvent 
être mis en évidence. Ces réseaux sont rormés de 
rflaments d'actine 1 i'és entre eux par des "actin-
, binding proteins" ou protéines de pontage. 
2. Caractéristiques biochimiques de l'actine 
L'actine monomérfque (G) est une protéine globulaire 
• plus ou moins sphérique de 55 A de diamètre constituée d'une 
seule chafne d'acides aminés. Son poids moléculaire est de 
42000 daltons. Chaque unité d'actine G contient une molécule 
de 
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nucléotide, habituellement l'ATP (88) et un ion Ca 2+ Fixé 
à un site spéciFique (50). 
L'actine polymérique possède une structure en double 
hélice. Le Fil ament est Formé par l'association de 
monomères, qui peuvent encore possèder leur nucléotide sous 
Forme d'ATP (52), mais le plus souvent celui-ci a été 
hydrolysé en ADP au cours de la polymérisation (18). 
Les deux extrémités du Filament d'actine ne sont pas 
identiques. Le Filament d'actine (actine F) possède donc une 
polarité. Celle-ci peut être visualisée en microscopie 
électronique par le marquage du Filament avec le Fragment 
lourd de la myosine (heavy meromyosin ou HMM). En eFFet, les 
molécules de méromyosine lourde se lient selon un certain 
angle par rapport à l'axe de la double hél ice. Le Filament 
d'actine décoré à l'HMM Forme alors une structure dite en 
arête de poisson qui permet de déFinir les deux extrémités 
du . Fil ament. : l'une dite "po i nt.ed end" et l'autre "barbed end" 
(39). Cette polarité résulte de l'orientation diFFérente des 
monomères à chaque extrémité du Filament d'actine. Nous 
al Ions rapidement décrire les étapes de la polymérisation de 
l'actine ainsi que les variations physico-chimiqu~s qui les 
conditionnent. 
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3. Polymérisation de l'actine 
- Mécanisme de la formation du filament 
L'actine G et 1 'actine F sont en équil ibre dynamique. 
Le filament d'actine F résulte de l'addition séquentiel le et 
progressive de monomères d'actine qui se produit dans des 
conditions particulières de force ionique. 
Le phénomène de polymérisation a été étudié en détail 
par Oosawa et ses collaborateurs (55) qui ont démontré que 
l'association de monomères d'actine est une réaction de 
·condensation-polymérisation. 
La première phase de cette réaction est la nucléation. 
étape lente au cours de laquel le il y a condensation de deux, 
trois ou quatre monomères pour former des nuclei. La deuxiè-
me phase est l'élongation; étape rapide au cours de laquel le 
d'autres monomères s'additionnent aux nuclei pour former des 
filaments d'actine. 
La vitesse de formation des nuclei est l'étape limitante 
de la réaction de polymérisation. Lorsque la nucléation est 
terminée. la vitesse de polymérisation, c'est-à-dire la 
vitesse à laquei le la concentration de l'actine monomérique 
diminue, sera la vitesse d'élongation du fi lament (92. 97). 
Tous les polymères d'actine ayant la tail le du nucleus vont 
s'al longer pour former des filaments. La concentration de 
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l'actine monomérique diminue alors jusqu'à une concentration 
au-dessous de laquelle il 
Cette concentration seuil 
n'y a plus de polymérisation. 
est appelée la concentration 
critique de polymérisation de l'actine. 
- Croissance et polarisation du Filament 
Au début du processus de polymérisation. lorsque les 
nuclei sont Formés et que la concentration d'actine monoméri-
que est très élevée. il y a addition de monomères à chacune 
des deux extrémités du Filament mais à des vitesses 
diFFérentes (100). Les mohomères s'ajoutent donc plus rapi-
dement à une extrémité qu'à l'autre. L'extrémité de polymé-
risation rapide correspond au "barbed end" et l'extrémité de 
po1ymérisation 1ente correspond au "pointed end". 
L'addition de monomères va entraîner l'élongation du 
Filament et par conséquent la diminution de la concentration 
d'actine monomérique du mil ieu. Le Filament Formé étant 
polarIsé, chaque extrémité de ce dernier est caractérisée par 
une concentration" critique qui lui est propre. 
L'élongation du Filament va entralner la diminution de 
la concentration d'actine monomérique du mil ieu jusqu'à une 
valeur intermédiaire située entre }es concentrations criti-
ques de chaque extrémité du Filament. Ainsi. lorsque la 
concentration d'actine monomérique du mil ieu atteint cette 
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valeur intermédiaire, il Y a, selon Wegner (95) association 
de monomères à l'extrémité "barbed end" et dissociation 
$imultanée à l'extrémité "pointed end" L'extrémité "barbed 
end" est alors appelée extrémité de "nette polymérisation" et 
l'extrémité "pointed end" est appelée extrémité de "nette 
dépolymérisation". 
Il y a donc une direction préFérentielle de croissanèe 
du Filament, dans ces conditions. Selon Wegner, ce processus 
de polymérisation orientée dite "head to tail" est rendue 
possible par l'hydrolyse irréversible de 1 'ATP de chaque 
monomère qui s'additionne à l'extrémité polymérisante (95). 
Lorsque la vitesse de polymérisation de l'extrémité de . 
nette polymérisation atteint la vitesse de dépolymérisation 
de l'extrémité de nette dépolymérisation, l.a longueur du 
filament demeure constante; c'est le "treadmil 1 ing". 
Nous allons maintenant exposer les équations cinétiques, 
tirées du modèle de Wegner (95), qui correspondent au 
processus de polymérisation que nous venons de décrire. 
4. Cinétique de la polymérisation de l'actine 
La représentation schématique du modèle proposé par 
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Figure 1. Réact(on de polymérisation de l'actine selon le 
modèle de Wegner (95) 
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Chaque chevron représente un monomère d'actine avec 
ADP ou ATP Fixé. Le signe (-) correspond · à l'extré· 
mité dite de nette dépolymérisation ("pointed end") 
et le signe (+) correspond à l'extrémit~ dite de 
nette polymérisation ("barbed end") du Filament. P 
représente le phosphate inorganique . . 
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Les constantes d'équil ibre décrivent l'association au 
filament d'un monomère avec ATP (KI) ou AOP (K 2 ) fixé et sont 
reliées de cette façon: 
= ( 1 ) 
k'il k'12 
( 1 1 ) 
La vitesse d'élongation du filament est égale au nombre 
de monomères (g-ATP, g-AOP) qui s'associent à l'extrémité 
"barbed end" et à l'extrémité "pointed end" du filament par 
unité de temps, ce qui est donné par les équations suivantes: 
dt 
= kil -[g-ATP] - k' II -cP] + k 21 -[g-AOPJ - k'21 (1 1 1 ) 
( 1 V) 
où n correspond au nombre de monomères qui se fixent à 
l'extrémité "barbed end" (n ) et à l'extrémité "pointed end" 1 
(n2 ), [g-ATP] et [g-AOP] représentent les concentrations 
d'actine monomérique avec ATP et AOP fixé et CP] représente 
la concentration de phosphate inorganique. 
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L'échange des nucléotides est une réaction très rapide 
(49, 94). Par conséquent, les concentrations de monomères-




La combinaison des équ~tions (III, IV, V) permet 
d'exprfmer la vftesse d'~longation à chaque extrémité du 
filament de cette façon: 
dn 1 k 11 ·([g-ATP]-[P]) + k • ([g-ATP]· [ADP] - 1/K2 ) (V 1 ) ---.- = dt KI 21 [ATP] K 3 
dn 2 k 1 2 • ( [ g- A TP ] -f!?-) + k ·([g-ATP]· [ADP] - 1/K2 ) (V 1 1 ) = dt 22 [ATP] K 1 3 
Etant donné que le monomère libéré par dfssociation du 
filament contient un nucléoside diphosphorylé (ADP) et qu'à 
l'état libre ce monomère possède une affinfté 6ent fois plus 
grande pour l'ATP, il se produit très rapidement un échange 
de nucléotides au sein du monomère. 
Par conséquent, l'association de monomères-ADP est 
négligeable. Le terme [g-ADP] tend donc à être nul et la 
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constante d'équil ibre K3 tend vers l'inrini. De plus, · 
l'équilibre régi par la constante KI étant complètement 
déplacé vers l'addition de monomères-ATP, k'll est négli-
geable et la constante KI tend vers l'inrini. 
Il est alors possible de simpl irier les équations (VI) et 




k -[g-ATPJ-k -1 1 21 - (VIII) 
K2 
On dérinit c l = (g-ATPJ. 
A 1 'équi 1 ibre, la longueur du ri lament reste constante 
et il s'en suit que le nombre de monomèr~s additionnés è 
l'extrémité de nette polymérisation est équivalent au nombre 
de monomères qui sont 1 ibérés à l'extrémité de nette 
dépolymérisation. 
On obtient donc 
= 
On tire de cette équation: 
cl ( kil - k' 12) = k' 21 - k' 22 
k'21 - k'22 
kIl - k'12 
est déf'i n i comme 
-1 1-
(X) 
la concentration critique 
c'est-à-dire la concentration d'actine G en-dessous de 
laquel le il ne se produit plus de polymérisation nette de 
l'acti-ne. Etarit donné' la polarisation du Filament, chaque 
extrémité a une concentration critique diFFérente soient, 




k' 1 1 
où cr correspond à la concentration critique de l'actine 
monomérique à l'extrémité polymérisante ou "barbed end" et c-I 
correspond à la concentration critique de l'actine monoméri-
que à l'extrémité dépolymérisante ou "pointed ' end". 
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Au début du processus de polymérisation de l'actine, la 
concentration d'actine monomérique étant supérieure à ct et 
cï, il y a polymérisation aux deux extrémités du Filament 
( 100) • Avec la diminution de la concentration d'actine 
monomérique du milieu (ë 1), l'état suivant est atteint: 
C + < c 1 1 
Il en résulte que la vitesse d'élongation peut être 
positive à une extrémité du Filament d'où élongation et 
négative à l'autre extrémité, d'où racourcissement. C'est la 
polymérisation dite "head to tail polymerizatlon". 
A la Fin de l'élongation, un état d'équil ibre dynamique 
("steady state") est atteint. A ce stade, l'addition de 
sous-unités d'actlne G à l'extrémité polymérisante est égale 
à la dissociation de monomères à l'extrémité dépolymérisante. 
Ce phémomène est connu sous le terme "treadmil 1 ing" (96). 
5. Conditions de polymérisation de l'actlne in vitro 
Dans une solution à Faible Force ionique, l'actine est 
sous Forme monomérique. L'augmentation de la Force ionique, 
par addition de sels, induit la polymérisation de l'actine, 
soit le passage de la Forme globulaire (actine G) à la Forme 
Filamenteuse (actine F). 
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Plusieurs études suggèrent que la polymérisation résulte 
de la réduction de la charge négative nette du monomère 
d'actine suite ê son interaction avec des cations (3, 6, 82, 
85) • De plus, il est établ i que les cations divalents (par 
exemple, le Mg2+) sont plus eFFicaces que les cations monova-
lents (par exemple, le ou 1 e pour polymériser 
1 ' act i ne (3, 43, 48, 50) . En eFFet, in vitro, la 
polymérisation de l'actine requiert une concentration de 
l'ordre du mil 1 imolaire de M92+, alors qu'el le nécessite . des 
concentrations décimolaires de ou + Na. Ces 
caractéristiques cationiques sont la conséquence d'aFFinités 
diFFérentes du monomère d'actine pour ces ions. 
sites 
Il a été établi que l'actine G possède une classe de 
ê haute aFFinité (K = A 105 M-
l ) pour les cations 
divalents et environ cinq sftes de moindre aFFinité pour les 
cations divalents et monovalents caractérisés par une cons-
tante d'association de l'ordre de 103 M- l (43, 50). Selon 
Barany et coll. (7), 1 'actine monomérique polymérise lorsque 
quatre de ces sites sont occupés et l'équipe de Martonosi 
(50) a montré l'existence d'une corrélation entre le degré de 
polymérisation de 1 ' act i ne et le 
1 iées aux sites de moindre aFFinité. 
2+ 
nombre de moles de Mg 
A des concentrations de cations divalents de l'ordre du 
mill imolaire ou monovalents de l'ordre du décimolaire, il se 
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Forme des Filaments d'actine séparés les uns des autres. Ces 
filaments peuvent s'associer et former des structures plus 
complex~s dans certaines conditions ioniques. Ainsi, en 
présence de hautes concentrations d'ions divalents ([Mg 2+] 
2+ 
ou [Ca ] > 5mM), il apparaît des structures paracristal 1 ines 
d'actine. Une classe de sites de fixation de faible affinité 
(KA de l'ordre de 10 2 M- 1 ) serait impl iquée dans la formation 
de ces paracristaux (85). 
Cependant, les cations mono et divalents classiquement 
ut i 1 i sés (Mg2+, 2+ + + Ca ,K, Na ) ne sont pas les seuls agents 
susceptibles de faire polymériser l'actine in vitro. 
En travaillant avec des cations de la série des 
lanthanides, Dos Remedios et coll. ont montré que ces 
cations, qui n'existent pas dans les cel Iules, polymérisent 
aussi l'actine in vitTo (8, 9, 15). 
La phal lordine, qui est un peptide extrait du champignon 
Amanita phal loides, a aussi la propriété de faire polymériser 
l'actine in vitro. Cependant, la phal lordine n'intervient 
pas dans le contrOle et . la régulation de la polymérisation de 
l'actine in vivo(98). 
Récemment, Oriol-Audit a montré que les polyamines 
peuvent aussi induire la polymérisation de l'actine in vitro 
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(56) • Cette découverte présente un intérêt particul ier car 
les polyamines sont des substances biologiques rabriquées par 
les cel Iules et i 1 se pourrait qu'el les interviennent au 
niveau de la régulation de la polymérisation de l'actine ln 
vivo. C'est donc vers cet aspect de recherche que nous avons 
orienté notre travail. Avant d'aborder les résultats, nous 
al Ions tout d'abord parler des polyamines. 
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Chapitre II 
1. Généralités sur les polyamines 
Les polyamines sont des substances polycationiques très 
répandues chez tous les organismes vivants. Les principales 
polyamines que l'on trouve chez les' êtres vivants sont 
représentées à la rigure 2. 
1,3-diaminopropane NH 2 (CH 2 )3 NH 2 




. Figure 2. Principales diamines et polyamines rencontrées dans 
le matériel biologique. 
Les polyamines les plus communes, chez les eucaryotes, 
sont la spermidine, la spermine et la putrescine. Chez les 
procaryotes, ces -polyamines sont présentes, à l'exception de 
la spermine . 
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2. Biosynthèse des polyamines 
La synthèse des polyamines chez les animaux (40, 64) et 
chez les bactéries (88) implique comme première réaction la 
décarboxylation de l'ornithine, ce qui produit la putrescine. 
Cette réaction est catalysée par 1 'ornithine décarboxylase, 
enzyme c1e~ de cette voie métabo1 ique (40, 41, 89). 
Parallèlement, il se produit une décarboxylation de la 
S-adénosy1méthionine (S.A.M.). La molécule ainsi obtenue par 
l'action de la S.A.M. décarboxylase sert de "donneur" du 
groupement aminopropy1 
produit la spermidine. 
qui, par addition à la putrescine 
La spermine est un composé qui a subi 
l'addition de deux groupes aminopropy1. 
La ~igure 3 montre une représentation schématique de la 
biosynthèse des polyamines dans la cellule animale. Il ~aut 
noter que la S.A.M. décarboxylase est ~ortement stimulée par 
la putrescine, d'une ~açon moins importante par la spermidine 
(63, 64) et est inhibée par la S.A.M. décarboxy1ée. De plus, 
lors de la synthèse de la spermidine, aucune synthèse simul-




NHZCH ZCH ZCHZCHNH2 
ornlthlne 
N - C - NHZ 
Il " HC C-N 
COO 





N- C - NH 
Il 1/ Z 
HC C-N 
5permldlne 1 1 ;CH • 
o -...HTA 
N= C - N -- CH(CHOH)2CHCH2S(CH2'3NH2 




Ffgure 3. Bfosynthèse des polyamines dans les cellules 
animales selon Tabor et Tabor (89). 
(1). ornfthfne décarboxylase 
(2). S-adénosylméthfonfne décarboxylase 
(3). spermfdfne synthétase 
(4). spermfne synthétase 
HTA: méthylthfoadénosfne 
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3. Biodégradation des polyamines 
La dégradation des polyamines est assurée par des amines 
oxydases. La diamine oxydase, présente dans de nombreux 
tissus animaux, oxyde les diamines à courtes chafnes ainsi 
que l'histamine (la, 65). 
L'action de cette enzyme sur la putrescine se traduit 
par la conversion de la polyamine en ~-amino-butyraldéhyde. 
Celuf-cf sera ensuite cyclis~ en ~-pyrolline selon la 
réaction suivante: 
NH 2 (CH 2 )4NH 2 + 02 
putrescfne 
E 





La dégradation de la spermine et de la spermidine est 
réal isée selon le même mécanisme de désamination oxydative 
par une polyamine oxydase selon les réactions suivantes: 
spermidine 
1 °2 
NH2(CH2)4NH(CH2)2CHO + NH 3 + H20 2 
N-(4-aminobutyl)-3-
ami nopropiona 1 déhyde 
spermine 
OHC{CH2)2NH(CH2)4NH{CH2)2CHO + 2NH3 + 2H 20 2 
N,N'-bis(3-propionaldéhyde)-
1,4-diaminobutane 
Cette enzyme a été mise en évidence dans le sérum de 
plusieurs espèces de vertébrés (101). EnFin, les aldéh~des 
Formés lors de la biodégradation des polyamines étant 
instables, ils pourraient se condenser ou être transormés en 
acroléine par B-élimination (91). 
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4.Effets biologiques des polyamines 
Jusqu'au mil ieu des années soixante, les polyamines 
identifiées chez les organismes étaient considérées comme des 
catabol ites provenant de la dégradation d'autres molécules 
plus complexes .mais inconnues. Puis, un certain nombre 
d'effets biologiques ont été mis en évidence sur des cel lules 
en culture ou dans des systèmes biochimiques ln vitro. Une 
grande partie de ces effets est basée sur · les proprtétés 
cationiques des polyamines vis-à-vis de constituants 
cellulaires anioniques comme les phospho1 ipides ou les acides 
nucléiques. 
L'étude de l'interaction polyamines-phosphol ipides a 
montré que les polyamines pouvaient stabi1 iser les membranes 
cellulaires (87) ou en modifier la fluidité (79). Les 
polyamines peuvent également modifier les propriétés électro-
cinétiques des globules. rouges (12). 
L'interaction polyamines-acides nucléiques a été mise en 
évidence par . Tabor et Tabor (91) puis Cohen et col l. (13) qui 
ont montré l'existence d'une relation entre la biosynthèse 
des polyamines et cel le de l'ARN chez les mammifères. Plus · 
précisément, Oykstra et Herbst (16) ont obtenu une 
corrélation positive entre la synthèse de la spermidine et 
cel le ~e l'ARN dans des hépatocytes de rat. Ces auteurs ont 
. également montré un r01e des polyamines dans la régulation de 
la synthèse de 





des études portant sur un 
L'interaction entre les p61yamines et l'ADN a, elle 
au~si, été très étudiée. Ainsi, un certain nombre d'eFFets 
ont été identiFiés comme la stimulation de la synthèse de 
l'ADN (5, 13, 54, 66, 71, 88), l'inhibition de la méthy1ation 
de l'ADN (14), la stabi1 isation de la conFormation compacte 
de l'ADN (20) . et la condensation des chromosomes (67). 
D'autre part, certains eFFets des polyamines sur la 
synthèse des protéines ont été mis en évidence par des études 
réal isées sur des systèmes in vitro. La stimulation exercée 
par ces po1ycations (38, 89) sur la synthèse protéique a 
révélé l'importance des polyamines dans le maintien de 
l'intégrité des ribosomes par stabi1 isation des sous-unités 
305 et 50S (1), du ribosome 70S (2) et des po1ysomes ( 21, 
93). Un" eFFet inhibiteur de l'activation des protéines 
kinases AMP cyc1 ique dépendantes a été observé (72) ainsi que " 
la stimulation de réactions enzymatiques (13) et l'activation 
de certains gènes au début du développement embryonnaire 
( 17) . 
D'autres résultats, particulièrement intéressants, ont 
souligné une augmentation de la synthèse des polyamines à la 
suite de l'app1 ication de stimu1 i induisant la pro1 iFération 
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cellulaire in vitro et in vivo. Cet accroissement de la 
synthèse des polyamines, en particulier putrescine, 
spermidine et spermine, est la conséquence de l'augmentation 
de l'activité de la L-ornithine décarboxylase, enzyme qui 
catalyse la synthèse de la putrescine. Ainsi. , on a constaté 
l'~ugmentation de l'activité de la L-ornithine décarboxylase 
de systèmes cellulaires à croissance rapide tels que les 
cellules d'hépatome en culture (33, 51), les cel Iules rénales 
de jeunes hamsters (34) , les cel Iules hépatiques en 
régénération après hépatectomie partiel le (36) ou encore chez 
divers organes cibles après traitements hormonaux (60, 80). 
Pour il lustrer l'ensemble du phénomène, résumons les 
évènements observés chez un système cellulaire à croissance 
rapide, par exemple, chez les cel Iules hépatiques en 
régénérat. i on .. Vingt-quatre heures après l'hépatectomie 
part i e 11 e, l'activité de L-ornithine décarboxylase des 
cel Iules hépatiques est augmentée de 25 Fois (71). L'augmen-
tation de l'activité de cette enzyme survient parallèlement à 
1 ' augmentat ion de la synthèse de l'ARN et précède de 
plusieurs heures la synthèse maximale de l'ADN (11). 
Vu la distribution générale . des polyamines dans le 
matériel biologique, compte tenu que les cel Iules à 
croissance rapide des tissus animaux présentent toujours un 
taux très élevé de polyamines associé à l'augmentation de 
1 ' act i vit é de la L-ornithine décarboxylase 
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(25) et étant 
donné que l'util isation d'inhibiteurs d'enzymes nécessaires à 
la biosynthèse de ces amines résulte en un blocage de la 





plus en plus les polyamines putrescine, 
spermine comme étant essentiel les à la 
croissance et à la prol iFération cellulaire (27). 
Cependant, tous les eFFets exercés par les polyamines au 
niveau ce 11 u 1 aire n'ont pu, dans l'état actue 1 des 
connaissances dans ce domaine, être rel iés à un r61e 
particul ier ou spéciFique et les mécanismes d'action de ces 
molécules sont encore méconnus. 
Chapitre III 
1. Actine, polyamines et cytodiérèse 
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Au cours de la mitose, plus précisément à la Fin de 
l'anaphase, i 1 y a Formation à l'intérieur de la cellule 
d'une structure transitoire appelée anneau contractile. 
Cette structure est l'agent responsable du clivage mécanique 
du cytop 1 a ·sme de 1 a ce 1 1 u 1 e-mère en deux ce 1 1 u 1 es Filles, ou 
cytodiérèse, chez les cel Iules animales (76). 
D'après les travaux de Schroeder (77) et Rappaport (68) 
portant sur des cel Iules en culture et des oeuFs Fertll isés, 
l'anneau contractile serait en quelque sorte une maniFesta-
tion spécial isée du cortex cellulaire c'est- à-dire un arran-
gement de microFilaments associés à la membrane plasmique. 
Le marquage à l'HMM (heavy meromyosin) a permis d'identiFier 
de nombreux Filaments d'actine présents dans cette structure 
contractile ( 3 1 , 75) et par microscopie en 
immunoFluorescence, on a identiFié, en plus de l'actine, dans 
la région de la cellule en cytodiérèse, 1 a myo sin e ,la 
tropomyosine et 1 'alpha- actinine (14, 22, 23). 
L'anneau contractile exerce une constriction annulaire 
sur la cel Iule en division mais son mécanisme d'action précis 
demeure inconnu. Il s'~git d'une structu~e qui s'assemble et 
se désassemble rapidement. Selon Schroeder (77), cette 
structure conserve une largeur et une épaisseur constante 
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tout au long du cl ivage contrairement à son volume qui 
présente des variations. En eFFet, Schroeder (77) a démontré 
que · le volume de l'anneau contractile diminue 
considérablement durant la dernière moitié .de l'activité de 
clivage ce . qui suggère un mécanisme de contraction relié à 
une destruction des Filaments plutOt qu'aux gl issements de 
ces Filaments les uns sur les autres comme cela se produit 
lors de la contraction du muscle strié. 
Etant donné qu'à la télophase les Filaments d'actine 
sont principalement local isés au sil Ion de clivage déterminé 
par l'anneau contractile (73) , que la biosynthèse des 
polyamines atteint une activité maximale à deux moments du 
cycle cellulaire, soit au début de la phase S et avant la 
division cellulaire (29, 30), Oriol-Audit (58) a proposé les 
polyamines comme inducteurs · possibles de la cytodiérèse, par 
l'intermédiaire de leurs interactions avec l'actine. 
Oriol-Audit a étudié l'action des polyamines sur 
l'actine du muscle squelettique de lapin, in vitro (56). Ses 
résultats montrent qu'aux concentrations physiologiques, les 
polyamines induisent la polymérisation de l' act i ne en 
Filaments et qu'il existe une relation 1 inéaire entre le 
degré de polymérisation de l'actine et la longueur de la 
chaîne de la polyamine. La spermidine et la spermine se sont 
avérées plus eFFicaces pour polymériser 1 ' act i ne que · 1 es 
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autres polyamines. 
Les polymères d'actine induits par les polyamines ont 
les mêmes 
activent 
propriétés que ceux 
2+ la Mg - ATPase de la 
induits par les sels: ils 
myosine de muscle,. leur 
Formation s'accompagne d'une augmentation de la viscosité 
spéciFique de la solution d'actine et la transFormation par 
la spermidine de l'actine monomérique en actine Filamenteuse, 
suivie par dichroisme circulaire, révèle un spectre 
dichrofque au proFil similaire a celui des polymères induits 
par le KCl et le MgC1 2 (56). 
Au microscope électronique, les Filaments induits par 
les polyamines possèdent la structure en double hél ice 
typique de l'actine F. Les Filaments-spermidine sont disper-
sés tandis que les Fi1aments-spermine ont tendance a se 
disposer parallèlement et s'associer latéralement en 
Faisceaux. 
La polymérisation de l'actine par les polyamines est, 
comme dans le cas des ions, réversible. En eFFet, la F 
actine-po1yamines peut être dépolymérisée par dialyse en 
présence d'ATP. Le degré de dépo1ymérisation atteint 75% 
dans le cas de la F actine-spermidine. Ce résultat est 
comparable a celui obtenu pour la F actine polymérisée par 
0, 1 ·M KC1. Cependant, la dépolymérisation de la 
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F-actine-spermin,e n'atteint que 60%. Selon Oriol-Audit (56), 
la spermine aurait la propriété de rormer des ponts entre les 
rilaments ce qui expl iquerait le degré moindre de 
dépolymérisation des polymères-spermine ainsi que l'arrange-
ment parallèle des ri 1 aments-spermi ne visualisé par microsco-
pie électronique. 
L'induction de la polymérisation de 1 'actine par les 
polyamines résulterait, selon Oriol-Audit (56), d'un erret 
spécirique des polyamines sur l'actine et non d'un simple 
erret dû à l'augmentation de la rorce ionique puisque de très 
raibles concentrations (0,2-0,5 mM) surrisent à déclencher le 
processus de polymérisation. 
Par la suite, Oriol-Audit (57) a établ i que les 
polyamines ont les mêmes errets sur l'actine cytoplasmique 
que ceux observés sur 1 'actine musculaire. 
La cytodiérèse étant inhibée par la cytochalasine S, 
Oriol-Audit (58) a aussi véririé 1 'erret de la cytochalasine 
S sur les rilaments d'actine induits par les polyamines ln 
vitro. Les résultats indiquent que les rilaments d'actine 
induits par la spermidine à partir de l'actine-G, ou encore 
de 1 'actine-F ~ont désorganisés par la cytochal~sine S. 
In vivo, l'étude menée par Sunkara et coll." (86) sur 
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divers types de cellules de mammiFères en culture indique q~e 
l'inhibition de la synthèse des polyamines inhibe la 
cytodiérèse et conduit à la Formation de cellules binucléées. 
La diminution de la concentration intracellulaire de polya-
mines amène la désorganisation des microFi1aments d'actine 
dans les cellules binucléées et ces eFFets sont renversés par 
un apport exogène de polyamines. 
D'autre part, Gaw1 itta et Stockem (24) ont montré que la 
micro-injection de spermine induit la cytodiérèse chez Amoeba 
proteus. Le sillon de cl ivage apparaît 30 à 60 secondes 
après l'injection et la cytodiérèse est terminée dans les 4 à 
10 minutes qui suivent. 
Par turbidimétrie, Oriol-Audit (59) démontre que la 
spermine et la spermidine peuvent s'associer à la F actine et 
que cette association se réal ise en moins de 30 secondes ce 
qui est compatible avec .1e temps nécessaire à la Formation de 
l'anneau contractile chez Amoeba proteus (24). 
Suite à la micro-injection de spermine ou de spermidine 
dans des oeuFs non Fertil isés de Xenopus 1aevis, Grant et 
co 1 l . (26) ont observé qu'une Fragmentation analogue à la 
cytod i érèse surv i ent 45 minutes plus tard a lors . que ' la 
première division se produit après 120 minutes lorsque 
l'activation est provoqué~ par piqûre des oeuFs. 
-30-
"Les résultats des diverses expériences in vitro et in 
vivo supportent l'hypothèse d'Oriol-Audit selon laquel le 
l'induction de la polymérisation de 1 'actine de l'anneau de 
clivage serait provoquée par les polyamines (58). 
2. Problématique 
Oriol-Audit a d'abord montré q~e des concentrations 
physiologiques de polyamines induisent la polymérisation de 
l'actine in vitro (56). Plusieurs aspects de la 
polymérisation de l'actine par les polyamines in vitro sont 
maintenant connus gr~ce à ses travaux (57, 58, 59). 
Le but de notre travail est de déterminer certaines 
caractéristiques de l'interaction entre l'actine et les 
polyamines spermidine et spermine et de les comparer avec 
cel les d'un ion de réFérence: le cation Mg 2+. 
Au terme de cette étude, nous espérons être en mesure de 
répondre à certaines interrogations, tel le~ que: Quel les sont 
les concentrations critiques de polymérisation de l'actine 
par la spermidine et la spermine? Ces valeurs sont-elles 
comparables avec cel le du Mg 2+? L'interaction entre l'actine 
et chacun " de ces agents polymérisants se Fait-elle selon le 
même type de cinétique? Quel le est l'eFFicacité de chacun de 
ces agents à polymériser l'actine? Le nombre de sites de 
Fixation de la spermidine et de la spermine sur l'actine 
. " . 1 M 2+ 7 est-il comparable au nombre de sites détermIné pour e g . 
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La connaissance des paramètres d'interactfon entre les 
polyamines et l'actine nous permettra d'évaluer s'il est 
possible -qu'une tel le interaction se produise dans les 
conditions qui prévalent in vivo. 
MATERIEL ET METHODES 
1- Liste des produits chimigues 
- spermidine trihydrochlorhydrique 
- spermine tétrahydrochlorhydrique 
Ces polyamines proviennent de Sigma Chemical Co. 
(St-Louis, Mo.) 
- MgC1 2 
Le chlorure de magnésium provient de la compagnie 
Merk 
- spermidine 14C trihydrochlorhydrique 
activité spéciFique 90 mCi/mM 
Ce produit est une gracieuseté du Commissariat à 
l'Energie Atomique, Saclay, France 
2- Solutions 
- solutions de polyamines 
La spermidine et la spermine sont dissoutes dans de 
l'eau bidistillée et le pH est ajusté è 7.5 à l'aide 
d'une solution molaire de Tris (hydroxyméthyl)-
aminométhane 
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- Tampon-G: Tris 2mM 
CaC1 2 0,1 mM 
ATP 0,3 mM 
NaN 3 0,2 mM 
pH=8,0 à 25°C 
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3- Préparation de la poudre acétonigue 
La poudre acétonique est préparée, à partir de muscles 
squelettiques lapin, selon la méthode décrite par 
Seraydariah et coll. (78). Dans le but d'augmenter le 
rendement de ce procédé, quelques modiFications mineures ont 
été apportées. 
Méthode 
Préalablement à l'exsanguination, le lapin est endormi par 
injection 
sodique. 
intra-péritonéa1e de 100 mg de pentobarbita1 
Les muscles squelettiques du dos sont excisés, 
reFroidis sur glace et passés dans un hachoir reFroidi à 4°C. 
La myosine est extraite par 3 volumes (1 vOlume=1 quantité 
de muscles excisés en ml) de solution Guba-Straub (KCl 0,3M, 
K2HP0 4-KH 2 P0 4 0,15M, pH 6,5) à 4°C. L'extraction "est Faite 
avec agitation occasionnelle pendant 10 minutes à Froid. Le 
mélange est centriFugé à 1500g x 15 minutes. Le surnageant, 
riche en myosine, peut être conservé si on désire extraire 
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cette protéine. 
Le résidu est réparti en deux portions traitées chacune 
par 3 volumes de NaHC03 0,4% à 4°C pendant 10 minutes avec 
agitation occasionnel le. Le mélange résultant est homogéné-
isé au mixeur électrique et la suspension est centrifugée à 
1500g x 15 minutes. 
Le résidu, qui contient l'actine, est repris avec 1 volume 
de solution (NaHC03-Na 2C0 3 0,05M, pH ap~roximati~ de 10) 
pendant 10 minutes avec agitation occasionnel le à froid. A 
ce mélange, 10 volumes -4 de CaCl 2 5 x 10 M sont ajoutés et 
l'ensemble est maintenu sous agitation occasionnel le pendant 
30 minutes. 
Au cours de la prochaine étape, le mélange est filtré sur 
gaze et le résidu est lavé à 4 reprises par 8 litres 
d'acétone refroidis à -20°C. Chaque lavage est suivi d'une 
fi ltration. 
La poudre acétonique ainsi obtenue est effritée et placée 
au dessicateur pour être séchée. Finalement. la poudre 
acétonique est congelée jusqu'à util isation. 
Conservée à -20°C. la poudre acétonique est stable pour 
plusieurs mois. Le rendement ( g de poudre acétonique / 9 de 
-35-
muscles squelettiques) obtenu par cette méthode dans notre 
laboratoire varie entre 9 et 14%. 
4- Préparation de l'actine 
L'actine musculaire est extraite de la poudre acétonique. 
La méthode uti1 isée dans notre laboratoire est cel le de 
Pardee et Spudich (61); cependant, le protocole a été 
légèrement modiFié aFin " d'augmenter le r~ndement de cette " 
technique. 
Méthode 
La première étape consiste à extraire les protéines de la 
poudre acétonique. 
Six grammes de poudre acétonique sont mélangés pendant 30 
mi~utes à Froid dans 180 ml de tampon d'extraction (Tris 2 
mM, CaC1 2 0,1 mM, ATP 1 mM, NaN 3 0,2 mM, B-mercaptoéthano1 
0,5 mM, pH 8,0 à 25°C). La Faible Force ionique, l'ATP de ce 
tampon et le Froid permettent l'extraction de l'actine sous 
sa Forme monomérique. La suspension est ensuite centriFugée 
à 16 000 g x 30 minutes et le surnageant est Filtré sur 
Mill iporeO,45 ~m. 
La concentration des protéines du Filtrat est évaluée gros-
sièrement par lecture au spectrophotomètre à 290 nm - 320 nm. 
Nous util isons 
monomérique pure 
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le coeFFicient d'exttnction de l'actine 
A1% =6,3 lem à 290 nm (37) pour évaluer la 
quantité de protéines, incluant l'actine, du surnageant. 
La seconde étape consiste à puriFier l'actine par des 
cycles de polymérisation-dépolymérisation. 
La solution d'actine G est amenée à [KC1] 0,1 M, [MgCI 2 ] 
2,5 mM et nous laissons reposer la solution durant 60 minutes 
à température ambiante pour permettre la polymérisation de 
l'actine. L'actine F est recueillie par ultracentriFugation à 
4°t à 90 000 g x 150 minutes. Le culot, mis en suspension 
dans du tampon-G Froid, est placé en dialyse pendant 48 
heures à la chambre Froide contre 10 volumes du même tampon 
pour dépolymériser l'actine. L'actine dépolymérisée est cen-
triFugée à 90 000 g x 150 minutes à 4°C. L'actine se trouve 
alors dans le surnageant. 
Le deuxième cycle de polymérisation-dépolymérisation 
débute de manière identique au premier. Cependant, lorsque 
les 60 minutes allouées à la polymérisation par le KCl et le 
MgC1 2 sont écoulées, on amène la solution à [KC1] 0,6 M. Le 
mélange résultant est maintenu sous agitation douced~rant 30 
minutes. L'ajout de KC1, à concentration Finale de 0,6 M, 
permet d'él iminer les protéines contaminantes, en particulier 
la tropomyosine. L'actine F est ensuite traitée de la Façon 
exposée précédemment. 
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A la rin de la période de dialyse, 
1 ' act i ne est à l' étoat monomér i que. 
Maintenue en dialyse à la chambre rroide, l' act i ne 
monomérique se conserve environ 4 jours. Le rendement obtenu 
par cette technique varie entre 20 et 25 mg d'actine par 
gramme de poudre acétonique. 
5- Contr61e de la pureté de l'actine . 
La pureté des préparations d'actine util isées au cours de 
ce travail est véririée par les techniques suivantes: 
A- Filtration sur tamis moléculaire 
L'actine 
o( 1 ,44m x 4cm) 
L'Ultrogel 44 
moléculaire se 
est riltrée sur une colonne Ultrogel AcA 44 
selon la technique de Rees et Young (69). 
permet de séparer les protéines dont le poids 
situe entre 10 000 et 130 000 daltons. 
L'élution se rait à 20 ml/hr oet les rractions recueil lies 
sont de 3 ml. 
Nous avons déposé 20 mg d'actine diluée dans le tampon-G 
sur la colonne préalablement équilibrée à 4°C avec 1300 ml de 
tampon-G sans ATP; pH 8,0. L'ATP est ajouté avant la 
riltration. Le proril d'élution déterminé par lecture de 
l'absorbance à 290 nm est présenté à la section "Résultats". 
-38-
B- Technique d~é1ectrophorèse 
Nous avons analysé plusieurs échantillons protéiniques 
par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en plaques en 
présence de SOS (sodium dodecy1 . su1~ate). Le matériel 
analysé comprend di~~érentes ~ractions obtenues de la 
~i1tration sur tamis moléculaire et des échantillons prélevés 
à divers stades de la préparation de l'actine. 
L'analyse électrophorétique est e~~ectuée selon. la 
méthode décrite par Laemml i (47). La concentration en 
acry1amide du gel , de résolution est de 11% et permet la 
résolution des chaînes po1ypeptidiques jusqu'à un poids 
moléculaire minimum de 14 000 daltons. Après électrophorèse, 
les gels sont ~ixés et colorés selon la méthode de Fairbanks 
( 19-) . L'électrophorèse des échanti ·l Ions analysés est 
présentée à ' la section "Résultats". 
6- Traitement de l'actine avant utilisation 
Ainsi qu'i 1 est mentionné à la section "Préparation de 
l'actine", l'actine est toujours maintenue en dialyse à la 
chambre ~roide contre 10 volumes de tampon-Go TouteFois, 
nous tenons à préciser qu'avant chaque uti1 isation, l'actine 
dialysée est à nouveau centri~ugée à 90 000 g x 150 minutes . à 
4°C a~in " d'él iminer l'actine dénaturée et les courts 
~ilaments possiblement présents dans la préparation. 
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La concentration de l'actine est déterminée spectrophoto-
métriquement. L'absorbance de la solution d'actine lue à 320 
nm (turbidité) est soustraite de l'absorbance à 290 nm 
(A290-320) puis nous calculons la concentration de l'actine 
en ut i lisant le coeFFicient d'extinction de l'actine 
monomérique pure A 1% =6,3 lem à 290 nm (37). L'actine est 
amenée à la concentration désirée par dilution dans le 
tampon-Go 
7-0étermination des rendements de polymérisation de l'actine 
par la spermidine, la spermine et le MgCl~ 
Les rendements de polymérisation (R.P.) sont déterminés 
par ultracentriFugation. Cette méthode consiste à mesurer la 
quantité d'actine polymérisée après séparation de l'actine G 
et F par ultracentriFugation à 90 000 g x 150 minutes. 
Des échantillons de 1 ml d'actine G, à concentration Fixe 
lors d'une même expérience soit 0,5 , 1,0 , 1,5 ou 2,0 mg/ml, 
sont déposés dans des tubes de polycarbonate à température 
ambiante. 
Les agents de polymérisation sont ajoutés à l'aide d'une 
micro-seringue de précision Hamilton. Leurs concentrations 
varient de la raçon suivante: 
[spermidine] 
[spermine] 
[MgCI 2 ] 
o à 1,0 mM 
o à 0,4 mM 
o à 2,0 mM 
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Les solutions, mélangées par inversion, reposent 60 minutes à 
température ambiante pour permettre à l'actine de polymériser. 
Des solutions-contrOles sont traitées de raçon analogue 
~aur qu'el les ne contiennent pas d'agent de polymérisation. 
L'étape suivante consiste à séparer l'actine F par 
centrirugation à 90 000 g x 150 minutes à 4°C. L'actine G, 
qui demeure dans le surnageant, est dosée au spectrophotomè-
tre à 290 nm 320 nm. Connaissant la quantité d'actine 
initiale (rer. solution-contrOle) et la. quantité d'actine non 
polymérisée du surnageant, il est possib~e de calculer la 
proportion d'actine qui a polymérisé (c'est-à-dire R.P.) en 
se servant de la rormule suivant: 
A290-320 du surnageant de l'échantillon 
A290-320 de la solution-contrOle 
= x 
et (l-x) x 100= Rendement de polymérisation (R.P~) (%) 
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Ainsi, plus la valeur de l'ab~orbance du surnageant est 
ralble, plus le pourcentage de polymérisation est élevé. 
Chaque expérience, pour une concentration d'actlne donnée, 
est errectuée au moins à 3 reprises avant de traiter les 
résultats. 
8-Détermination de la .concentration critique de polyméri-
sation de l!actine en présence de spermidlne, spermlne ou 
de MgCl~ 
La technique utilisée est 1 'ultracentrfrugation dont le 
principe a déjà été exposé. 
Des échantil Ions de 2 ml d'actine, de concentration 
comprise entre 0,06 et 0,12 mg/ml sont polymérisés par des 
concentrations rixes d'agents de polymérisation soit 0,8 mM. 
spermidine, 0,4 mM spermine ou 2,5 mM MgC1 2 · 
La quantité d'actine polymérisée au bout d'une heure est 
mesurée, après ultracentrirugation, suivant le même protocole 
que précédemment saur que la centrirugation est errectuée à 
Les résultats, util isés plus loin, proviennent pour chaque 
agent de polymérisation de 3 expériences. 
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9- Détermination du nombre de sites de Fixation de la 
spermidine sur l'actine 
Le nombre de sites de Fi xation de la spermidine su r 
1 'actine est déterminé par équil ibre de dialyse. 
Des séries d'échantil Ions d'actine monomérique, en solu-
ti.on dans le tampon Tris 2 mM, ATP 0,3 mM pH:8, .0 è 20°C, sont 
placés dans des sacs è dialyse préalablement stéri 1 isés. 
Chaque sac è dialyse renFerme 0,8 ml d'actine è concentration 
de 1 mg/ml. 
La solution de dialyse comprend le tampon de dialyse (Tris 
2 mM, ATP 0,3 mM, pH:8,0 è 20°C) et la spermidine 14C . Pour 
chaque essai, 8 ml de solution de dialyse, soit 10 Fois le 
volume contenu è l'intérieur du sac, sont placés dans chacun 
des tubes. La concentration de la spermidine 14C de la 
solution à dialyse varie de 0,02 à 0,3 mM. 
Les tubes sont déposés sur une plaque agitatrice durant 24 
heures è Froid ce qui permet aux échanges de se produire tout 
en évitant la dénaturation ·de l'actine. Le temps alloué (24 
heures) pour assurer l'équilibre de dialyse a été déterminé 
par des expériences prél iminaires. Ce . délai écoulé, nous 
considérons donc que 1 'équil ibre est atteint c'est-à -dire 
que la concentration d~ spermidine non-l iée à 1 'actine à 
l'intérieur du sac égale cel le de la spermidine située à 
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l'extérieur du sac. 
Lorsque l'équilibre est atteint, des échantillons de 200 
~l ê l'intérieur et ê l'extérieur du sac ê dialyse sont 
prélevés. A ces échantillons, 5 ml de 1 iquide ê scintil la-
tion (Insta-gel) sont ajoutés puis les échantillons sont 
entreposés une nuit ê la chambre Froide. 
Le comptage de la radioactivité est eFFectué par un 
compteur Packard Tri-Carb. A l'équilibre, la concentration 
de spermidine 1 ibre ê l'intérieur et ê l'extérieur du sac est 
la même. Par conséquent, la diFFérence de radioactivité, en 
coups par minute, entre la lecture d'un échantil londe l'in-
térieur du sac ê dialyse et celle d'un échantillon de même 
volume prélevé ê l'extérieur du sac correspond ê la quantité 
(en coups par minute) de spermidine 1 iée ê l'actine. 
Un étalon constitué de 25 ~l de spermidine 14C ê con-
centration éonnue sert de réFérence pour déterminer le nombre 
de moles de spermidine 14C 1 ibres et liées ê l'actine. 
Connaissant la concentration d'actine, l~ nombre de moles 
de spermidine 1 iées et 1 ibres, nous traitons les résultats, 
obtenus par équil ibre de dialyse, selon le modèle de 
Scat chard (74) aFin de déterminer le nombre de sites de 
Fixation de la spermidine sur j'actine. 
RESULTATS 
1- Contrôle de la pureté de l'actine 
A- Filtration sur tamis moléculaire 
Le proril d'élut ion, déterminé 
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par lecture de 
l'absorbance à 290 nm, des dirrérentes rractions recueillies 
après passage sur Ultrogel AcA 44 se trouve à la rigure 4. 
Un léger pic d'absorption révèle la présence de 
contaminants dans les rractions 31 à 55 tandis que la rorte 
augmentation d'absorption contenue dans les rractions 85 à 95 
indique la présence de l'actine. L'analyse électrophorétique 
de certaines de ces rractions le conrirmera. 
La riltration sur tamis moléculaire nous apprend donc 
que la proportion de contaminants de nos préparations 
d'actine est raible, soit inrérieure à 2%. 
Figure 4. ProFi 1 d'elution d'une préparation d'actine 























B- Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence 
de SOS 
L'électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence 
de SOS des Fractions 74, 77, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 
91, 92, 93, 94, 95 et 96 obtenues par chromatographie sur 
Ultrogel AcA 44 montre qu'une seule bande domine (Figure SA). 
Par comparaison avec la migration des protéines de 
réFérence, cette bande correspond à 42 000 daltons et 
représente l'actine. 
A la Figure SB, les Fractions analysées sont des 
échantil Ions prélevés au cours de la préparation de 
l'actine(reF. Matériel et méthodes). 
L'électrophorèse de la Fraction (Fraction prélevée 
après l'extraction des protéines de la poudre acétonique et 
Filtration sur Mill ipore) montre la présence des protéines 
extraites avec l'actine. "En comparant avec le poids 
moléculaire des protéines de réFérence, la bande la plus 
haute correspond à l'alpha-actinine et la deuxième correspond 
à l'actine. Les autres bandes représentent possiblement des 
traces des composants de tropomyosine et troponines. 
La Fraction 2 est conitituée du surnageant prélevé après 
la centriFugation qui Fait suite au premier cycle de 
polymérisation de l'actine. 
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L'électrophorèse de cette 
fraction nous indique les protéines él iminées par cette étape . 
de la préparation de l'actine. Ainsi, l'alpha-actinine, une 
partie de l'actine de même que d'autre protéines de poids 
moléculaire plus faible que 1 'actine sont él iminées par cette 
première polymérisation. 
La fraction 3 représente ce qui est retiré de la 
préparation d'actine par l~ deuxième cyçle de polymérisation. 
A ce stade de la purification de l'actine, l'augmentation de 
la concentration .de KCI jusqu'à 0,6 M enlève la tropomyo-
sine, principale protéine contaminante de l'actine. Sur 
l'électrophorèse, les constituants de la tropomyosine corres-
pondent à la bande la plus foncée après celle de l'actine. 
Nous constatons également qu'à cette étape de la prépara-
tion, nous. él iminons une partie de l'actine en même temps que 
les protéines contaminantes. 
L'électrophorèse du culot de F-actine (fraction 4), 
prélevé à la fin de la technique de préparation de cette 
protéine, montre une seule bande à 42 000 daltons témoignant 
de la pureté de l'actine. 
Nous concluons donc que l'actineutil isée dans nos 
expériences présente un degré élevé de pureté très comparable 
à ce qui est généralement cité dans la littérature. 
Figure 5. 
A-Electrophorèse des Fractions (74, 77, 83, 84, 85, 
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96) obte-
nues par Filtration sur Ultrogel AcA 44. 
T=protéines de réFérence (Kit LMW Pharmacia) 
B-Analyse électrophorétique, sur gel de polyacryla-
mide à 11% en mil ieu SOS, d'échantillons prélevés 
au cours de la préparation de l'actine 
T=protéines de réFérence (Kit LMW Pharmacia) 
Fractions 
1: Extrait du surnageant après Filtration sur 
Mill i pore. 
2: Extrait du surnageant de la première polymé-
risation, après centr"iFugation. 
3: Echantil Ion de surnageant prélevé après la 
centriFugation suivant la deuxième étape de 
polymérisation par KCl 0,1 Met MgC1 2 2,5 mM 
puis KCl 0,6 M. 
4: Echantil Ion du culot d'actine prélevé après la 




2-Détermination de la concentration critique de polymérisa-
tion de l'actine en présence de spermidine, de spermine ou 
de MgCl.f. 
La concentration critique est, rappelons-le, la concen-
tration d'actine en dessous de laquel le il n'y a pas de 
polymérisation. Cette concentration critique varie selon la 
température et selon la nature de l'agent de polymérisation. 
Nous avons déterminé les concentrations critiques de 
polymérisation de l'actine en présence de spermidine (0,8 
mM), de spermine (0,4 mM) et de MgC1 2 (2,5 mM). La rigure 6 
représente les courbes de rendement de polymérisation en 
ronction de la concentration d'actine pour chacun des agents 
polymérisants. La concentration critique est déterminée par 
extrapolation de la droite. A l'intersection de chacune des 
dro i t 'es ' et de l'axe des abscisses, nous pouvons 1 ire 
directement la valeur de la concentration critique de 
polymérisation de l'actine (C. ) • 
1 
Les valeurs de ces con-
centrations critiques sont regroupées au tableau 1. 
Ces résultats montrent que les valeurs des concentra-
tions critiques de polymérisation de l'actine sont du même 
ordre de grandeur soit environ 20 ~g/ml pour tes agents 
polymérisants util isés: la spermidine 0,8 mM, la spermine 0,4 




spermidine (0,8 mM) 25 
spermfne (0,4 mM) 20 
MgCl 2 (2,5 mM) 20 
Tableau 1. Concentrations critiques de polymérisation de 
l'actine en présence de spermidine, de spermine 
ou de MgCI 2 . 
3-Rendement de pOlymérisation de l'actine en fonction de la 
concentration de spermidine, de spermine ou de MgCl~ 
Nous avons établi les courbes de rendement de polyméri-
sation de 1 'actine en fonction de la concentration de chaque 
agent polymérisant. 
Pour ées expériences, l'actfne G, à différentes 
concentrations, est polymérisée par des concentrations 
variables soit de spermidine (0 à mM), soit de spermine (0 
à 0,4 mM) ou de MgC1i (0 à 2 mM). 
présentées aux figures 7, 8, 9. 
Ces courbes sont 
Figure 6. Rendement de polymérisation (1.) de l'actine 
en fonction de la concentration d'actine 
(mg/ml). Le rendement de polymérisation est 
déterminé par ultracentrifugation. L'inter-
section avec l'abscisse correspond à la conc-
centration critique de polymérisation (c.) 
1 
de l'actine pour 
la spermidine 
la spermine 
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L'observation des courbes nou~ révèle que: 
Le rendement de polymérisation maximal n'atteint jamais 
100% ce qui peut s'exp1 iquer par l'existence de la c oncentra-
tion critique de polymérisation de l'actine. 
Toutes - les courbes ont une allure sigmoYda1e. Ce type de 
courbe indique la présence de plusieurs sites de fixation sur 
l'actine. L'allure sigmoYdale montre aussi que les interac-
tions entre l'actine et l'agent polymérisant se font selon un 
mode de coopérativité positive c'est-à-dire que la fixation 
d'une molécule sur l'actine favorise la fixation d'autres 
molécules. 
Afin de comparer la cinétique de polymérisation de 
l'actine par la spermidine, la spermine ou le MgC1 2 , nous 
avons défini le CF 50 . La CF 50 est la concentration d'agent 
po1ymérfsant pour 1aque1 le 50% de - la ~olymérisation maximale 
est obtenue. Les valeurs des CF 50 sont déterminées 
graphiquement sur les figures 7, 8, 9 et sont présentées au 
tableau 2. 
L'analyse des courbes de rendement de polymérisation de 
l'actine et la .comparaison des CF 50 montr~nt: 
Qu'il existe une relation entre la concentration de 
l'actine et la CF 50 : plus l'actine est concentrée, plus la 
valeur de la CF 50 est petite c'est-à-dire que plus l'actine 
est concentrée, moins il faut d'agent de polymérisation. 
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Que la CF 50 , pour une même concentration d'actine, varie 
selon la nature de l'agent polymérisant. La CF 50 devient 
donc un indice qui permet de comparer l'eFFicacité à polymé-
riser l'actine: plus la CF 50 est petite, plus la substance 
est eFFicace. Ainsi, pour une concentration d'actine de 1 
mg/ml, l'eFFicacité de chaque substance à polymériser 
l'actine, tel le que montrée au tableau 2, varie de la Façon 
sufvante: 
spermine > spermidine > MgCl 2 
De Façon générale. les courbes de rendement de 
polymérisation des Figures 7, 8. 9 montrent que la 
spermidine, la spermine ou le MgCl 2 déterminent la même 
cinétique de polymérisation. 
-54-
Actine CF 50 
(mg/ml) (mM) 
spermidine 1,0 0,29 
1,5 0,22 
2,0 0, 18 
spermine 0,5 0,16 
1,0 0, 1 1 
MgCl 2 0,5 0,55 
1 ,0 0,50 
2,0 0,48 
Tableau 2. Valeurs des CF 50 pour différentes concentrations 
d'actfne polymérisée en présence de spermidine, 
de spermine ou de HgCI 2 • 
Figure 7. Rendement de polymérisation (%) de l'actine 
en Fonction de la concentration de spermidine 
(mM). Le rendement de polymérisation est 
déterminé par ultracentriFu~ation, pour diFFé-
rentes concentrations d'actine. 
Actine à 1,0 mg/ml 
Actine à 1,5 mg/ml 








































































Figure 8. Rendement de polymérisation (%) de l'actine 
en ronction de la concentration de spermine 
(mM). Le rendement de polymérisation est 
déterminé par u1tracentrirugation, pour dirré-
rentes concentrations d'actfne. 
Actine à 0,5 mg/ml 



















































Figure 9. Rendement de polymérisation (1.) de l'actine 
en fonction de la concentration de MgCl 2 
(mM). Le rendement de polymérisation est 
déterminé par ultracentrifugatton, pour diffé-
rentes concentrations d'actine. 
Actine à 0.5 mg/ml 
Actine à 1,0 mg/ml 
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4-Courbes de l'inverse des rendements de polymérisation en 
fonction de l'inverse de la concentration de l'agent 
po l ymér i sant. 
Les courbes de rendement de polymérisation en fonction 
de la concentration de l'agent polymérisant (figures 7, 8, 9) 
ont une al lure ·sigmofdale. Les courbes sigmoldales indiquent 
que l'interaction entre deux substances se fait selon un mode 
de coopérativité positive. 
Dans le but de prouver qu'il s'agit bien de courbes 
sigmofdales et non d'hyperboles rectangulaires, nous avons 
tracé les courbes de Lineweaver-Burk. En effet, il est 
difficile de montrer graphiquement que la dernière partie de 
la sigmofde ne tend pas vers une a~ymptote comme le fait 
l'hyperbole rectangulaire. L'hyperbole rectangulaire exprime 
un mode ~'interaction non-coopératif et dans ce cas, les 
courbes de Lineweaver-Burk sont linéaires. Par contre, pour 
la courbe sigmofdale indiquant un mode d'interaction de type 
"coopérativité positive", la transformée de Lineweaver-Burk 
conduira à des courbes non linéaires. 
Les courbes de l'inverse du rendement de polymérisation 
en fonction de l'inverse de la concentration d'agent 
polyméri~ant ou courbes de Lineweaver~Burk sont présentées 
aux figures 10, Il, 12. Les courbes sont tracées pour chacun 
des trois agents polymérisants et pour différentes concentra-
-59- . 
tions d'actine. 
L'observation de ces graphiques nous montre la 
non-1 inéarité de chaque courbe. Nous pouvons donc en déduire 
que: 
- La dernière partie de la courbe du rendement de po1yméri~a-
tion en Fonction de la concentration d'agent polymérisant ·. 
correspond à un plateau et donc qu'el le ne tend pas vers une 
asymptote, ce qui signiFie que la réaction entre l'actine et 
chaque agent polymérisant est terminée, c'est-à-dire que 
l'ajout d'agent polymérisant supplémentaire n'entraînera pas 
une augmentation du rendement de polymérisation. 
les courbes de rendement de polymérisation en Fonction de 
la concentration d'agent polymérisant sont bien des sigmoY-
des, conFirmant ainsi l'interaction· coopérative de type posi-
tiF entre l'actine et la spermidine, la spermine ou l'ion 
Mg2+ 
Le type d'interaction entre l'actine et la spermidine, 
la spermine ou le MgC1 2 , soit la coop.érativité positive, 
étant conFirmée, nous traiterons maintenant nos résultats 
selon le modèle de Hill. 
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Figure 10. Courbes de l'inverse des rendements de polymé-
risation de l'actine en fonction de l'inverse 
de la concentration de spermidine (mM) pour 
différentes concentrations d'actine. 
Ces courbes sont tracées à partir des valeurs 
de la figure 7. 
Actine à 1.0 mg/ml •• 
Actine à 1,5 mg/ml •• 
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Figure Il. Courbes de l'inverse des rendements de polymé-
rfsation de l'actine en fonction de l'inverse 
, 
de la concentration de spermine (mM) pour 
différentes concentrations d'actine. 
Ces courbes sont tracées à partir des valeurs 
de la figure 8. 
Actine à 0,5 mg/ml •• 
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Figure 12. Courbes de . l'inverse des rendements de polymé-
risation de l'actine en Fonction de l'inverse 
de la concentration de MgCl 2 (mM) pour 
diFFérentes concentrations d'actine. 
Ces courbes sont tracées à partir des valeurs 
de la Figure 9. 
Actine à 0,5 mg/ml 
Actine à 1,0 mg/ml 












5-Analyse des résultats de rendement de polymérisation par 
la méthode de Hill 
Nous avons tracé les courbes de Hill à partir des 
courbes de rendement de polymérisation de l'actine pour la 
spermidine, la spermine ou le Mg 2+. L'appl ication du modèle 
de Hill (32, 35) nous permet d'estimer le nombre de sites de 
Fixation de ces agents sur 1 'actine ainsi que les constantes 
d'aFFinité. 
Le modèle -de Hill sert habituellement à analyser des 
réactions- à l'équilibre ou à l'état stationnaire et la notion 
de coopérativité qui en découle réFère, en général, à la 
Fixation réversible d'un ligand sur une macromolécule. 
Cependant, dans nos conditions expérimentales, nous pouvons 
condidérer que nous sommes en présence d'un système à 
1 ' équ i 1 i bre (ou plutOt à l'état stationnaire selon 
1 'hypothèse du treadmil 1 ing) puisque la polymérisation nette 
de l'actine est terminée au moment où le mélange est analysé 
(voir conditions expérimentales p.39 et 40). Dans ce 
contexte, l'application du modèle de Hill à des valeurs de 
rendement de polymérisation devient donc acceptable. 
Les courbes des Figures 13 à 20, sont le tracé du log 
R.P./100-R.P. en Fonction du log [5] où R.P. représente le 
rendement de polymérisation exprimé en pourcentage et [5] la 
~oncentration molaire d'agent polymérisant. Ces courbes ont 
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l'aspect des courbes théor i ques de Hi 1 1 (32, 35). 
(n Hi11 ) sont obtenus en 
calculant la pente de la partie linéaire de chaque courbe. 
Les coerricients de Hi 11 
Les coerricients de Hill sont présentés au tableau 3. 
Pour chaque courbe, le coerricient de Hill est supérieur 
·à l , ce qui conrirmè la coopérativité positive. Le 
coerricient de Hill ou n Hi1 1 représente le nombre minimal de 
sites de fixation de l'agent polymérisant sur l'actine. 
Ai ns i , il y a au minimum 4 sites de fixation sur l~actine 
2+ pour la spermine ou le Mg et 3 sites pour la spermidine. 
Nos résultats indiquent, de plus, que le coefficient de 
Hill ou nombre minimal de sites de rixation de l'agent po1y-
méri~ant sur l'actine dépend de la nature de l'agent po1ymé-
risant et est indépendant de la concentration d'actine. 
Les constantes de rorte arfinité (KI) et de raib1e 
affinité (K2 ) sont déterminées en traçant des droites de 
pente asymptotiques aux deux extrémités des courbes de Hill . 
(35) '. L'intersection des droites de pente 1 avec une droite 
passant par le zéro de l'ordonnée correspond, sur l'abscisse, 
au log l/Kl et au log de I/K 2 , tel que représenté à la rigure 
13. Les constantes d'arfinité de la spermidine, la spermine 
et du Mg 2+ pour l'actine, sont données au tableau 3. 
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.. 
Agents Actine Coefffcfent Constantes d'affinité 
polymérfsants (mg/m 1 ) de Hf 11 (M- 1) 
nH f 11 KI K2 
spermfdine 1,0 3,30 9,lxl03 ' 3,2xl02 
1,5 2,40 1,4xl04 8,7xl02 
2,0 2,80 1,9xl04 9,3xl02 
x= 2,80 x= 1,4xl04 
' 2 
x= 7,OxlO 
spermfne 0,5 4,00 6,4xl04 2,9xl02 
1,0 3,33 6,5xl0 4 
' 2 
6,2xl0 
x= 3,70 x= 6,5xl0 4 x= 4,6xl02 
, 
MgC1 2 0,5 3,75 5,5xl0
3 2 2,OxlO 
1 ,0 3,75 1 , Ox 1 0 4 1,6xl02 
2,0 3,64 1 , Ox 1 0 4 2,lxl02 
3,71 3 2 x= x= 8,5xl0 x= . 1 , 9x 1 0 
Tableau 3. Coefficients de Hill et constantes, de forte (KI) 
et faible (K2 ) affinité pour la spermidfne, la 
, 2+ 
spermine ou le Mg sur l'actine, déterminés par 
la méthode de Hi 11 (32, 35). 
Figure 13. Courbe de Hill, pour l'actine et la spermidine 
tracée à partir des valeurs de la figure 7. 
R.P.=rendement de polymérisation (%), détermi-
né par ultracentrifugation. 
[S]=concentration de la spermidine; 0 à 10- 3M 
concentration d'actine=l,O mg/ml 
K1=constante d'affinité des sites à forte 
affinité 
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Figure 14. Courbe de Hil l, pour l'actine et la spermidine, 
tracée à partir des valeurs de la figure 7. 
R.P.=rendement de polymérisation (%), détermi-
né par ultracentrifugation. 
[S]=concentration de la spermidine; 0 à 10- 3 M 
concentration de l'actine=1,5 mg/ml 
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- Nos résultats montrent que les valeurs des constantes de 
Forte et Faible aFFinité sont du même ordre de grandeur pour 
les troi~ agents polymérisants et montrent également l'exis-
tence de deux classes de sites sur l'actine soit ceux de 
Forte aFFinité et ceux de Faible aFFinité. 
'.0 
1 R.P. 09-----1 




























































































Figure 15. Courbe de Hill, pour l'actine et la spermidine, 
tracée à partir des valeurs de la figure 7. 
R.P.=rendement de polymérisation (1.), détermi-
né par ultracentrifugation. 
[S]=concentration de la spermidine; 0 à 10- 3 M 
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(log [5] + 3) 
Figure 17. Courb!= de Hill, pour l'actine e.t la spermine, 
tracée à partir des valeurs de la Figure 8. 
R.P.=rendement de polymérisation (%), détermi-
né par ultracentriFugation. 
[S]=concentration de la spermine; 0 à 4xl0- 4 M 
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Figure 18. Courbe de Hil l, pour l'actine et le MgC1 2 , 
tracée à partir des valeurs de la Figure 9. 
R.P.=rendement de polymérisation (%), détermi-
né par ultracentriFugation. 
-3 [SJ=conce~tration de MgC1 2 ; 0 à 2x10 M 
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Figure 19. Courbe de Hill, pour l'actine et le MgC1 2 , 
tracée à partir des valeurs de la Figure 9. 
R.P.=rendement de polymérisation (%), détermi-
né par ultracentriFugation. 
-3 [S]=concentration de MgC1 2 ; 0 à 2xl0 M 






100 - R.P. 




. .............. . 




































_1.4-... ------'!"----.... --...,.--------r--------,..---~ 
-':0 -O:S o 0 .5 
(log [5] + 3) 
Figure 20. Courbe de Hill, pour l'actine et le MgC1 2 , 
tracée à partir des valeurs de la Figure 9. 
R.P.=rendement de polymérisation (%), détermi-
né par ultracentriFugation~ 
-3 [5]=concentration de MgC1 2 ; 0 à 2xl0 M 
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6-Détermination du nombre de sites de Fixation sur l'actine 
pour la spermidine. Etude par éguil ibre de dialyse. 
Traitement des résultats selon Scat chard 
Nous avons vu que par l'application .de la transFormée de 
Hill, nous obtenons une estimation du nombre minimal de sites 
de Fixation de l'agent polymérisant 
l'expérience basée sur l'équilibre 
possible, en traitant nos résultats 
sur l'actine. Par 
de dia 1 yse , f 1 est 
selon le modèle de 
scatchard, de déterminer le nombre total de sites de Fixation 
de l'agent polymérisant sur l'actine et les constantes 
d'équilibre. 
résl,lltats. 
Nous pourrons alors comparer les deux 
La représentation graphique de scatchard (74) est 
illustrée à la Figure 21; soit le graphe de ~/[A] en Fonc-
tion de ~ où v= correspond au rapport du nombre de moles 
d'agent polymérisant (spermidine) 1 fées à l'actine sur le 
nombre total de moles d'actine, et [A] correspond à la 
concentration d'agent polymérisant libre c'est-à-dire la 
concentration molaire de spermidine 1 ibre. 
Nos résultats nous ont permis de tracer deux droites 
o et D'. 
L'intersection de la droite 0 avec l'abscisse correspond 
au nombre de sites sur l'actine présentant une haute aFFinité 
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pour la spermidine. D'après nos ~ésultats, il y a 3 sites è 
haute a~~lnité pour la spermldine sur l'actlne. Pour cette 
même classe de sites, nous avons déterminé, en calculant la 
pente de la droite D, la constante de 1 iaison K régissant la 
~ixatlon de la spermidine sur ces sites. La valeur de la 
constante - de liaison K, pour cette classe de sites è haute 
a~~inité, est 2,6xI04 M- 1 . 
Le pofnt d'fntersection avec l'abscfsse de la seconde 
droite D' nous indique que le nombre total de sites de 
~fxation de toutes les classes total fse 8. D'après nos 
résultats, 3 de ces sites étant de haute a~~lnlté, Il y a 
donc 5 sites de moindre a~~inité sur l'actlne pour la 
spermldine. Pour cette seconde droite, nous avons calculé 
K', la constante apparente de 1 iaison des sites excluant les 
sites è haute a~~inité, en utll isant l'équation de Scatchard 
(35, 74) selon laquel le 
n K [A] 
1+ K [A] 
+ 
n' K' [A] 
1+ K' [A] 
où n correspond au nombre de sites è haute a~~inité pour la 
spermfdfne sur l'actlne. 
K correspond à la constante de liaison de la spermldine 
aux sites de haute a~~infté sur l'actine. 
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n'est égal au nombre de sites de moindreaffinfté. 
K' correspond à la constante de liaison · de la spermidine 
aux sites de moindre affinité sur l'actfne. 
~et [A] ont été définfs auparavant. 
D'après l'équation de Scatchard, la valeur de K" est de 
9xl0 2 M- 1 . 
Le nombre de sftes ' de ffxatfon et les valeurs des 
constantes de liaison pour les droites D et D' sont 
présentées au tableau 4. 
En résumé, les résultats de cette expérience, traités 
selon le modèle de Scatchard, nous montrent: 
1) Qu'il y a sur l'actine trois sites à haute affinité pour 
la spermidine. 
2) Que ces sites de fixation à haute affinité pour la 
spermidine sont régis par une constante de liaison égale 
à 2,6xl0 4 M- 1 . 
3) Qu'il y a, au total, huit sites sur l'actine pour la 
spermidine. 
4) Que la constante de liaison des sites, excluant les sites 
à haute affinité, égale 9,2xl02 M- 1 . 
Figure 21. Courbe de Scat chard ou graphe de V/rA] en 
ronction de v: 
Les résultats proviennent de l'expérience 
par équil ibre de dialyse. 
v correspond au rapport du nombre de moles 
de spermidine liées à l'actine sur le 
nombre de moles d'actine 







Droite D Droitè D' 
n = 3 n' = 5 
4 -1 
K = 2,6xl0 M 
Tableau 4. Sites de Fixation (n et n') et constantes de lfai-
son (K et K') déterminés par traitement des résul-
tats selon Scat chard (35, 74) 
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7-Rendement de polymérisation de l'actine en Fonction 
de la concentration de spermidine liée à l'actine 
Dans le but de montrer que c'est la Fixation d'un 1 igand 
(la spermidine) · à l!actine qui entratne le polymérisation de 
l'~ctine, nous avons tracé la courbe des rendements de 
polymérisation de l'actine en Fonction de la concentration de 
spermidine liée. 
Les rendements de polymérisation sont tirés des résul-
tats de la Figure 7 et les concentrations de spermidine1iée 
à l'actine proviennent des résultats de la Figure 21. Lors 
de ces deux expériences soit l'étude des rendements de 
polymérisation de l'actine par la spermidine et l'étude, par 
équl1 ibre de dialyse, de la F~xation de la spermidine à 
l'actine, la concentration de l'actine du milieu est 
Identique (lmg/m1) et la concentration de spermldine uti1 isée 
communément à ces deux expériences varie de 0 à 0,3 mM. Si 




il est possible de relier la Fixation de la 
sur l'actine et la polymérisation de cette 
En eFFet, la Figure 22 il lustre une courbe d'allure 
exponentielle qui montre bien la relation existant entre la 
Fixation de la spermidine et le degré de polymérisation de 
l'actine. Celui-ci augmente à mesure que la concentration de 
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spermidine 1 iée à l'actine s'élève. TouteFois, l'étroitesse 
de la gamme des concentrations de spermidine util isée ne nous 
permet pas de tirer d'autres conclusions quant au type 
d~interaction. 
8-Variations des concentrations critiques de polymérisation 
de l'actine en Fonction de la concentration de spermidine, 
de spermine ou de MgCl~ 
AFin de mettre en évidence la variation de . la 
concentration critique de polymérisation de l'actine en 
Fonction de la concentration d'agent polymérisant, nous avons 
tracé les courbes de rendement de polymérisation de l'actine 
en Fonction de la concentration d'actine, pour diFFérentes 
concentrations de spermidine, de spermine ou de MgC1 2 . 
Les courbes résultantes sont p~ésenté~s aux Figures 23, 
24, 25. 
Sur ces graphiques, le point d'intersection de chaque 
droite avec l'abscisse correspond è la concentration critique 
de polymérisation de l'actine. Cel les-ci sont regroupées au 
tableau 5. 
Nos résultats montrent que la concentration critique de 
polymérisation de l'actine dépend de la concentration de 
l'agent polymérisant: l'augmentation de la concentration de 
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spermfdine, de spermine et de MgC1 2 ~ntra'ne une diminution 
de la concentration critique de polymérisation de l'actine. 
[agent polymérisant] (mM) Concentration critique 
d'actine (mg/ml) 




spermine 0,40 0,020 
0,30 O. 1 10 
0,25 0, 170 
0,20 0,280 
MgC1 2 2,50 0,020 
2,00 0,040 
1 ,00 0, 160 
0,50 0,220 
Tableau 5. Concentrations critiques de polymérisation de 
l'actine pour dirrérentes concentrations de 
spermidine, de spermine ou de MgC1 2 
Figure 22. Rendement de pQ1ymérisation(%) en Fonction 
de la concentration de spermidine 1 iée (M) 
à l'actine. 
Les rendements de polymérisation proviennent 
de l'étude de la polymérisation de l'actine 
par la spermidine (Figure 7) et les concen-
tration de spermidine liée à l'actine sont 
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2 4 8 8 10 12 14 16 18 20 
[ spermldine liée] (10- 9 MI 
Figure 23. Rendement de polymérisation(%) en Fonction 
de la concentration d'actine (mg/ml) pour 
diFFérentes concentrations de spermidine 
(mM) • 
L'intersection de chaque droite avec l'abs-
cisse correspond à la concentration critique 






























o 0.5 1~ 1~ 2.0 
[ actineJ (mg/ml) 
Figure 24. Rendement de polymérisation(%) en Fonction 
de la concehtration d'actine (mg/ml) pour 
diFFérentes concentrations de spermine (mM). 
L'intersection de chaque droite avec l'abs-
cisse correspond ê la concentration critique 




























0.1 0.2 0.4 0.5 0.6 
[ actine J (mg/ml) 
Figure 25. Rendement de po1ymérisation(%) en Fonction 
de la concentration d'actine (mg/ml) pour 
diFFérentes concentrations de MgC1 2 . 
L'intersection de chaque droite avec l'abs-
cisse correspond à la concentration critique 
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Discussion 
l~Critique de la pureté de l'actine et importance de 
certains détails techniques 
D'après le proFil d'élution d'une chromatographie de la 
préparation d'actine sur Ultrogel AcA 44, la proportion de 
contaminants présents dans notre préparation est Faible, 
inFérieure à 2%; et l'électrophorèse montre qu'une seule 
bande domine à 42 000 daltons. 
La pureté de notre actine se compare donc avantageuse-
ment à cel le de l'actine util isée par d'autres auteurs et 
nous pouvons conclure que l'interFérence d'autres protéines 
contaminantes est probablement négl igeable. Par cons~quent, 
les i~teractions que nous avons observées in vitro sont bien 
celles de 1 'actine avec les substances étudiées. 
Christine Oriol-Audit, qui a dirigé notre expérimenta-
tion, insiste Fortement sur deux points techniques qui 
doivent être respectés lorsqu'on travail le avec l'actlne. 
Premièrement, l'actine doit être maintenue constamment 
en dialyse contre une tampon riche en ATP avant d'être 
uti 1 isée. Cette précaution est extrêmement importante 
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puisque l'actine se dénature. en ~bsence d'ATP. La dialys~ 
contre de l'ATP fournit un apport constant de nucléotides, ce 
qui ralentit la dénaturation de l'actine. 
Deuxièmement, 1 'actine doit être centrifugée à 90 000 g 
150 minutes avant chaque expérience afin d'enlever l'actine 
dénaturée et les courts fi ·laments vraisemblablement présents 
dans la . solution. Ces courts filaments, rappelons-le, 
peuvent servir de nuclei et, par conséquent, modifier la 
cinétique de polymérisation de l'actine. 
Selon Oriol-Audit, il . est fortement conseil lé de prendre 
ces précautions lors de tout travail avec l'actine et parti-
culièrement lors d'études de cinétique qe polymérisation. 
Dans la plupart des cas, les auteurs (50) qui ont fait ce 
genre d'études ne semblent pas avoir pris de telles précau-
tions ou du moins ne le mentionnent pas. Il se peut donc que 
certaines différences entre nos résultats et ceux d'autres 
auteurs puissent s'expl iquer par ces précautions supplémen-
taires. 
2- Comparàison de nos résultats avec ceux de la 1 ittérature 
A- Le nombre de sites de fixation sur l'actine 
Nous avons étudié l'intéraction entre l'actine et les 
polyamines en déterminant les rendements de polymérisation et 
par équilibre de dialyse. Les résultats ont été analysés 
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selon les modèles de Hi 11 et de Scat chard (32, 35, 74). Il 
s'agit de deux modèles mathématiques théoriques qui décrivent 
la ~ixation de 1 igands sur des macromolécules et permettent 
de déterminer la valeur des constantes d'a~~inité, le type de 
réaction, et le nombre de sites de ~ixation pour ces 1 igands. 
D'après l'analyse de nos résultats selon Hil l, le nombre 
de Hill qui représente le nombre minimal de sites de ~ixation 
de l'agent polymérisant sur l'actine est égal è 3 pour la 
spermidine, è 4 pour la spermine et è 4 pour l'ion Mg2+. 
L'analyse de nos résultats d'après le modèle de 
Scatchard nous a permis de déterminer un nombre total de 8 
sites par mole d'actine pour la spermidine. 
Martonosi et coll. (50) ont estimé è 12 le nombre 
maximal de sites de ~ixation du sur l' act i ne. 
Cependant, leurs travaux sont anciens et cette équipe a 
util isé 60 000 daltons commè poids moléculaire de l'actine. 
Le poids moléculaire réel, qui a été déterminé plus tard, est 
de 42 000 daltons. Strzelecka-Golaszewska et coll. (85) ont 
corrigé le résultat de l'équipe de Martonosi et ont déterminé 
qu'il y a 5-7 sites de ~ixation pour le Mg 2+. 
Nos résultats concernant le Mg 2+, substance qui nous a 
servi de ré~érence, sont du même ordre de grandeur que ceux 
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de Martonosi et coll. (n=5-7 sites). Nos résultats sont donc 
comparables à ceux de la 1 ittérature ce qui montre que nos 
expériences et techniques sont riables. 
Nous ~vons déterminé 3 et 4 sites pour la spermidine et 
la spermine mais il est impossible de comparer directement 
ces résultats avec ceux d'autres auteurs car c'est la 
première rois que l'on détermine le nombre de sites de 
rixatlon de ces agents. 
de 
que 
Nous tenons cependant à soul igner que le nombre de sites 
rixatlon de ces polyamines est du même ordre de grandeur 
ceux des autres cations. incluant le Mg2+. généralement 
util isés pour polymériser l'actine (84.85). 
Les modèles de Hill et de Scatchard sont. rappelons-le. 
des modèles théoriques conçus pour étudier la rixation de 
1 igands sur des maçromolécules. Dans le cas qui nous 
intéresse, Il y a bien rixation de 1 igands (les polyamines) 
- sur des macromolécules (les monomères d'actine) mais il- se 
produit en plus un autre phénomène: la polymérisation de 
l'actine. Cette polymérisation pourrait entrafner une 
modirication de l'arrinité des sites pour les 1 igands. Nos 
résultats expérimentaux vont donc, par conséquent, dirrérer 
du modèle théorique de Hill. C'est ce que l'on constate sur 
nos graphiques des courbes de Hil 1 à raibles et rortes 
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concentrations d'agents polymérisants. En erret, les 
extrémités de ces courbes, au 1 ieu d'être asymptotiques par 
rapport aux droites de pente 1. dévient légèrement des 
courbes théoriques de Hill. Par conséquent. une certaine 
imprécision peut être 1 iée à la détermination des constantes 
d'arrinité par la méthode de Hill. L'interaction entre 
l'actine et les polyamines ne correspond donc pas 
parraitement .au modèle de Hill. 
Dans l'expérience d'équil ibre de dialyse. nos conditions 
expérimentales sont tel les qu'en partie l'actine est à l'état 
de monomères, en partie à l'état de polymères. On peut se 
demander si le nombre de sites pour la spermidine sur le 
monomère est le même que sur le polymère, et si ces sites ont 
la même arfinité dans le monomère que dans le polymère? 
Le modèle de Scat chard a été développé pour étudier la 
fixation d'un 1 igand sur une macromolécule. Or, dans notre 
système, nous avons deux espèces de macromolécules: le 
monomère d'actine et un ensemble de pblymères-spermidine de 
longueurs variables. Si au cours de la polymérisation de 
l'actine, il y a variation du nombre ou de l'affinité des 
sites de l'actine causée par le phénomène de polymérisation, 
alors le modèle de Scat chard n'est pas tout à fait approprié 
pour ce genre d'étude. Martonosi et coll. (50) qui ont fait 
le même type d'expérience ont dO rencontrer la même 
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diFFiculté d'interprétation mais ils ne l'évoquent pas dans 
leurs travaux. 
Pour contourner cette diFFiculté, on pourrait, en princi-
pe, travailler en-dessous de la concentration critique de 
polymérisation de l'actine où toute l'actine est à l'état de 
monomères. Cependant, la concentration d'actine est très 
Faible dans ces conditions, et par conséquent la quantité de 
spermidine liée à l'actine trop basse et ne peut être comptée 
avec précision. 
Comme le montre la Figure 22, la Fixation de 1 igands sur 
1 'actine et la polymérisation de l'actine sont des phénomènes 
interdépendants. En conséquence, les résultats, tirés de 
1 'appl ication des modèles de Hill et de Scat chard qui ne 
tiennent pas compte de la polymérisation de l'actine, ne 
reFlètent peut-être pas exactement la réalité du phénomène. 
TouteFois, ces deux modèles sont les seuls actuellement 
util isables et i 1 n'en existe pas d'autres, à notre 
connaissance, qui tiennent compte de la polymérisation de 
1 ' act i.ne. Cependant, la déviation de nos courbes 
expérimentales par rapport aux courbes théoriques est quand 
même assez Faible ce qui signiFie probablement que la 
polymérisation de l'actine interFère peu avec la Fixation de 
1 igands sur l'actine. Les modèles de Hill et Scatchard sont 
donc, quand même, une approximation valable du phénomène. 
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Nous n'avons pas entrepris d'études par équil "ibre de 
dialyse avec la spermine parce que cette polyamine induit la 
Formation d'agrégats d'actine ("loose bundles" de la 1 itté-
rature anglaise) qui d'après Oriol-Audit (56) seraient dûs au 
po.ntage des Filaments entre eux par les molécules de 
spermine, longues et Flexibles. Il y a donc Fixation d'un 
plus grand nombre de molécules qui ne peuvent être 
diFFérenciées" de cel les qui induisent la polymérisation en 
Filaments non agrégés. Par conséquent, le phénomène devient 
très diFFicilement interprétable par le modèle de Scatchard. 
B-Les classes de sites 
Dans la littérature, on considère qu'il existe deux 
ensembles de sites pour les cations divalents sur le monomère 
d'actine (3, 16,44, 50, 53,82), soit une classe de sites à 
haute aFFinité et une classe de sites à Faible aFFinité. 
Pour 2+ le cation Mg , la classe de sites à haute afFinité est 
constituée d'un seul site dont la constante d'aFFinité est de 
l'ordre de 105 M- 1 (48, 50) et la classe de sites à Faible 
aFFinité renFerme, rappelons-le, 5-7 sites caractérisés par 
une constante d'aFFinité de l'ordre de 103 M- 1 (50). 
D'après l'analyse de nos résultats selon le modèle de 
Hill, nous trouvons également deux classes de sites sur 
1 ' act i ne 
pour le 
2+ pour le Mg . 
Mg 2+ (10 4 et 
Les valeurs des constantes d'aFFinité 
2 -1 10 M ) sont diFFérents d'un ordr.e de 
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grandeur de cel les trouvées par l'équipe de Martonosi (105 et 
103 M- 1 ). Cet écart tient peut-être à l'imprécision liée au 
calcul des constantes d'aFFinité par la méthode de Hil l ou 
aux erreurs expérimentales. 
D'après nos résultats, les constantes d'aFFinité pour 
les sites à haute et Faible aFFinité pour la spermidine et la 
1 0 4 2 - l spermine sont de l'ordre de et la M . Nous ne pouvons 
comparer ces valeurs avec la littérature puisque c'est la 
première Fois que les constantes d'aFFinité de ces polyamines 
pour l'actine ont été mesurées. 
Nous tenons touteFois à souligner que les constantes 
d'aFFinité que nous avons déterminées sont du même ordre de 
grandeur pour les 3 substances quoique leurs structures 
soient très diFFérentes. 
3- Relation entre les diFFérences structurales des polya-
mines comparat i v-ement au Mg2+ et leur mode ct' i nteract ion 
avec l' act i ne 
Il est admis dans la 1 ittérature (3, 6, 53, 82) que la 
polymérisation de l'actine par le magnésium résulte de la 
réduction de la charge négative nette du monomère suite à 
la Fixation de cations Mg 2+ sur des sités anioniques. Cette 
Fixation amème un changement conFormationne1 du monomère et 
entrafne la polymérisation de l'actine (70). 
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Il existe une diFFérence structurale entre le magnésium 
et les polyamines: l'ion Mg 2+ possède deux charges positives 
rapprochées comparativement aux polyamines spermidine et 
spermine qui ont respectivement 3 et 4 charges positives 
séparées par une chaîne al iphatique. Compte tenu de la 
diFFérence de structure, la spermidine et la spermine 
ont-el les le même mode d'action avec l'actine que le Mg2+ ou 
les autres cations qui polymérisent l'actine? 
Il est probable que l'interaction entre l'actine et les 
polyamines soit de type ionique en raison même de la charge 
de ces polycations. De plus, les courbes de rendement de 
polymérisation de l'actine par la spermidine, la spermine et 
le Mg 2+ sont semblables ce qui est un argument en Faveur, 
mais non une preuve, d'un mécanisme d'interaction analogue. 
D'autre part, Oriol-Audit (56) a montré que les Filaments 
polymérisés par les polyamines ont les mêmes propriétés 
physiques et biochimiques que les Filaments polymérisés par 
2+ 1 e _ Mg : leur structure est identique, ils activent la 
2+ Mg -ATPase de la myosine, les proFils de dichroYsme circu-
laire induits par l'actine F-polyamines et 1 'actine F-Mg2+ 
sont similaires et dans les deux cas, la polymérisation est 
réversible. 
Quel que s oit le type d'interaction entre 1 'actine et 




l'actine auxquels se 1 ient les ions Mg2+ sont les mêmes 
ceux qui 1 ient les polyamines? Cela semble peu probable. 
"Un site Mg 2+, comme un site Ca 2+, doit i mp 1 i quer une 
chélation . par plusieurs acides aminés venant de points 
différents de la structure tertiaire mais dont le regroupe-
ment dans l'espace forme un site. Ce site se situe dans la 
partie N-terminale de l'actine. Les sites ê haute affinité · 
pour la spermidine se situent vraisemblablement dans la 
partie N-terminale et doivent impl iquer la séquence de 4 
acides aminés carboxy 1 i ques" (Christine Oriol-Audit, 
communication personnel le). 
D'autre part, les molécules de spermidine et de spermine 
ont respectivement .3 et 4 charges positives. Une seule de 
ces molécules comble-t-el le un site sur l'actine ou 2, 3 ou 4 
sites simultanément? On ne peut répondre directement ê cette 
question, mais il est possible que chaque acide aminé 
carboxyl ique de la partie N-terminale de l'actine constitue 
un site du fait de la 1 iaison susceptible de se former avec 
là spermidine. Cependant, si tel est le cas, le nombre de 
sites pour la spermidine que nous avons déterminé par 
Scatchard doit être inférieur au nombre réel de sites, 
puisque par équil ibre de dialyse, nous avons mesuré le nombre 
de moles de spermidine fixées par mole d'actine, sans 
toutefois savoir si une molécule sature un site ou plusieurs 
simultanément. Dans l'éventualité où une molécule de 
polyamine occuperait plusieurs sites sur l ' act i ne, 
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il y 
aurait une différence fondamentale entre le mode d'action des 
polyamines et celui du Mg 2+ puisque ce cation, quoiqu'ayant 
deux char~es positives très rapprochées, ne peut se fixer 
qu'à un site. 
4- Parallèle entre nos conditions expérimentales et cel les 
gui prévalent in vivo. Impl ications biologigues 
Une question fondamentale est de savoir si la 
po l ymér i sat i on . de .1' act i ne que nous avons mise en év i dence i.o. 
vitro peut aussi se produire in vivo? 
D'après nos résultats, les concentrations efficaces de 
polyamines pour polymériser l'actine in vitro sont de l'ordre 
du mil l i mo lai re. C'est dans cette zone de concentrations que 
se trouvent 
biologiques 
les polyamines dans certains tissus et fluides 
(pancréas, prostate, l i qu i de sém i na 1) (62, 99). 
D'autre part, dans la cellule, l'actine est à une concentra-
tion élevée de l'ordre du mg/ml (46) ce ·qui est largement 
s~périeur aux concentrations critiques de polymérisation de 
l'actine que nous avons mesurées in vitro en présence de 
polyamines. Comme l'interaction actine-polyamines se produit 
pour des concentrations qui existent in vivo, il se pourrait 
donc qu'el le se produise aussi dans la cellule. 
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Cependant, dans la cellule, le système est plus complexe 
car d'autres racteurs, susceptibles d'interrérer avec ce 
phénomène sont présents (46). 
Par exemple, les + Mg 2+, Ca 2+) cations cellulaires (K , 
sont à concentrations surrisantes in vivo pour déclencher la 
polymérisation de l'actine indépendemment de la présence des 
polyamines. 
De plus, dans la cellule, un contrOle est exercé sur 
l'état de polymérisation de l'actine par un certain nombre de 
protéines. Par exemple, la prori1 ine rorme un complexe 1:1 
avec l'actine G et empêche alors sa polymérisation. Certaines 
proteines limitent l'élongation du ri lament d'actine et des 
"actin-binding-proteins" contribuent à la rormation de super-
structures d'actine. 
Dans l'état actuel des connaissances, aucun travail n'a 
permis de conclure à une interaction directe ou indirecte des 
polyamines sur l'actine in vivo. Il serait intéressant, à 
"notre avis, d'étudier l'interaction éventuelle des polyamines 
avec les protéines régulatrices de la polymérisation de 
l'actine, lors de la cytodiérèse. 
" Touterois, d'après nos résultats, il semble possible que 
les polyamines interviennent in vivo au cours du processus de 
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polymérisation de l'actine, lors de la cytodiérèse. Cette 
conclusion est confirmée par Grant et coll. (26) qui ont 
démontré, par micro-injection dans des oeufs non fertilisés 
de Xenopus laevis, que la cytodiérèse est déclenchée par des 
concentrations cellulaires de polyamines de l'ordre du milli-
molaire. Gawl itta et Stockem (24) ont obtenu des résultats 
similaires 
proteus. 
par micro-injection de spermine chez Amoeba 
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